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Тест-система для виявлення            антитіл до вірусу гепатиту А
CITO TEST HAV IgM
ІНСТРУКЦІЯ
Використання

Тест-система для виявлення антитіл до вірусу гепатиту А є швидким латерально-проточним імунохроматографічним дослідженням для якісного визначення антитіл IgM до вірусу гепатиту А у сироватці та плазмі крові людини. Тест може застосовуватись як скринінговий тест для діагностики гепатиту А. Позитивний результат, отриманий за допомогою даного тесту, повинен бути підтверджений іншими альтернативними методами та клінічними даними.
Введення

Вірус гепатиту А є позитивним РНК-вірусом з роду пікорнавірусів. Його поширення головним чином зумовлене передачею інфекції від людини до людини фекально-оральним шляхом. Хоча гепатит А не є типовою інфекцією, що передається статевим шляхом (ЗППСШ), спостерігається підвищення рівня захворюваності серед чоловіків, що мають секс з чоловіками, стосунки яких передбачають орально-анальний контакт2,3.

Наявність специфічних антитіл класу IgM у зразках крові підтверджує гострий перебіг або нещодавнє інфікування вірусом гепатиту А4-6. Після інфікування титр антитіл швидко зростає  через 4-6 тижнів, а потім протягом 3-6 місяців знижується до меж, що не визначаються звичайними методами у більшості пацієнтів7. 
Тест-система для виявлення вірусу гепатиту А здатна визначати антітіла менш, ніж за 15 хвилин. Тест може бути виконаний персоналом з мінімальними навичками щодо його проведення та не потребує застосування громіздкого лабораторного обладнання.
Принцип тесту

Тест-система для виявлення антитіл до вірусу гепатиту А є швидким латерально-проточним імунохроматографічним дослідженням. Тест-касета складається з: 1) прокладки, на яку нанесено червоний кольоровий кон’югат що містить мишачі анти-людські IgM антитіла, кон’юговані колоїдним золотом, 2) нітроцелюлозної мембрани, що містить тестову та контрольну зони (Т і С зони). Т зона попередньо вкрита рекомбінантними антигенами вірусу гепатиту А, а С зона – козиними антимишачими IgМ антитілами.
               ідентифікація   контрольна   тестова          віконце для
                     зразку             лінія        лінія            внесення зразку
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Після внесення у віконце на тест-касеті достатньої кількості зразку, останній мігрує вздовж мембрани касети під дією капілярної сили. Антитіла IgM, якщо вони присутні у зразку, будуть зв’язуватись з кон’югатом у місці внесення зразку, утворюючи імунний комплекс. Утворений комплекс в подальшому захоплюється попередньо-нанесеними антигенами вірусу, формуючи червону кольорову лінію в тестовій зоні (Т) касети, підтверджуючи позитивний результат тестування. Відсутність кольорової лінії в Т зоні вказує на негативний результат тестування. 
Тест містить внутрішній контроль якості -  поява червоної кольорової лінії в С зоні незалежно від присутності будь-яких антитіл до вірусу гепатиту А в зразку. При відсутності контрольної лінії результат тесту вважається недійсним та має бути повторно виконаним з використанням нової тест-касети.

Надані матеріали 

· Тест
· Одноразова пластикова піпетка

· Розчинник зразку
· Інструкція 
Необхідні, але не надані матеріали

· Годинник

Застереження

· Використовувати для in vitro діагностики.

· Добре ознайомтесь з інструкцією перед виконанням дослідження. Неправильне дотримання рекомендацій може призвести до появи хибних результатів.

· Не відкривайте запечатану упаковку, доки Ви не готові до проведення дослідження.

·     Не використовуйте тест-системи після закінчення терміну
       придатності. 
· Доведіть усі реагенти до кімнатної температури (15-30ºС) перед використанням.

· Не використовуйте компоненти тест-набору для інших тест-систем.

· Не використовуйте для дослідження гемолізовані зразки крові пацієнтів.

· Застосовуйте захисний одяг та одноразові рукавички при роботі з реагентами та зразками. Ретельно вимийте руки після проведення тестування.

· Не паліть, не їжте та не пийте в зоні проведення тестування.

· Утилізуйте зразки та реагенти як біологічно небезпечні.

· Результат тесту потрібно інтерпретувати протягом 15 хвилин після внесення зразку у відповідне віконце на тест-касеті. Оцінка результату після 15-ої хвилини може дати хибний результат.
Приготування реагентів та зберігання 
Всі реагенти тест-набору готові до використання. Зберігайте невикористані тест-системи запечатаними при температурі 

2-30ºC. У разі зберігання тест-касети при температурі 2-8ºC переконайтесь, що вона приведена до кімнатної температури перед тестуванням (15-30ºС). 

Тест зберігає стабільність до моменту закінчення терміну придатності, вказаного на упаковці. Не заморожувати та не зберігати тест-системи при температурі вище 30ºС.
Забір і підготовка зразків
Поводьтесь зі зразками, як з інфекційними агентами, та використовуйте їх, дотримуючись мір безпеки.
Плазма
1. Зберіть зразок крові у пробірку (що містить ЕДТА або цитрат, або гепарин) шляхом венепункції.

2. Відокремте плазму шляхом центрифугування.

3. Обережно помістіть плазму до нової промаркованої пробірки.

Сироватка

1. Зберіть зразок крові у пробірку без антикоагулянту шляхом венепункції.

2. Дайте крові згорнутись.

3. Відокремте сироватку шляхом центрифугування.

4. Обережно помістіть сироватку до нової промаркованої пробірки.

Використайте отримані зразки як можна швидше після приготування. Зразки можуть зберігатися в холодильнику (2-8ºC) протягом 5 днів, якщо тестування не проводиться одразу. Для більш тривалого зберігання зразки повинні бути заморожені до -20 ºC. 
Уникайте повторних заморожувань та розморожувань зразків. Перед дослідженням повільно доведіть зразки до кімнатної температури та обережно перемішайте. Зразки, що містять видимі часточки, потрібно центрифугувати перед використанням. Не використовуйте для дослідження зразки з жировими включеннями, частинками гемолізу та каламутні зразки, оскільки це може вплинути на результати тестування.
Процедура тестування
1. Доведіть компоненти тесту та зразок крові до кімнатної температури, якщо вони зберігались охолодженими. Обережно перемішайте одноразово розморожений зразок перед проведенням дослідження.
2. Відкрийте упаковку та дістаньте тест-систему. Покладіть тест на чисту, рівну поверхню.
3. Промаркуйте тест-касету (ПІБ пацієнта).

4. Наберіть у піпетку зразок. Тримаючи її вертикально, внесіть 1 краплю (близько 30-45 мкл) без бульбашок повітря у віконце тесту. Потім одразу ж додайте 1 краплю (близько 35-50 мкл) розчинника зразку.
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    результат
1 крапля зразку          1 крапля розчинника зразку                15 хвилин

5. Зазначте час.
6. Протягом 15 хвилин проведіть інтерпретацію результату тестування. Позитивний результат тесту можна спостерігати вже після 1 хвилини.

Не приймайте до уваги результат, отриманий після 15 хвилин. Для уникнення помилок утилізуйте тест-касету після інтерпретації результату. 
Інтерпретація результату
Негативний результат: поява кольорової лінії лише в контрольній (С) зоні тесту вказує на відсутність у зразку антитіл до вірусу гепатиту А. Результат негативний.
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Позитивний результат: поява кольорових ліній як в тестовій  (Т), так і в контрольній (С) зонах тесту свідчить про наявність  у зразку антитіл до вірусу гепатиту А. 
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Зразки з позитивними результати після проведення дослідження за допомогою даного тесту повинні бути підтверджені іншими альтернативними методами та клінічними даними.

Недійсний результат: відсутність кольорової лінії у контрольній (С) зоні незалежно від появи лінії в результативній (Т) зоні тесту. Недійсний результат дослідження потребує повторного виконання тестування з новим тестом. 
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Характеристики роботи тесту
Було проведене дослідження 200 зразків крові пацієнтів за допомогою даного тесту та комерційного ІФА тесту для діагностики гепатиту А. 
Результати показано в таблиці:

	
	Тест для виявлення IgM до вірусу гепатиту А
	

	ІФА
	позитивний
	негативний
	Загальна кількість

	Позитивний
	21
	1
	22

	Негативний
	0
	178
	178

	Загальна к-сть
	21
	179
	200


Відносна чутливість: 95,5%, відносна специфічність: 100%, точність: 99,5%.
Обмеження

1. Слід уважно слідувати рекомендаціям щодо проведення процедури тестування та інтерпретації результатів для уникнення отримання хибних результатів.

2. Даний тест лише якісно визначає наявність антитіл до вірусу гепатиту А. Інтенсивність кольору тестової лінії не корелює з титром антитіл у зразку.
3. Негативний результат лише вказує на відсутність у досліджуваному зразку крові антитіл до збудника гепатиту А. Однак, негативний результат не виключає контакт зі збудником або інфікування.

4. Негативний результат може бути хибним у випадку, якщо кількість антитіл у зразку нижче порогового рівня тесту, або якщо антитіла відсутні на стадії хвороби, під час якої був виконаний забір зразку.

5. Деякі зразки, що мають надзвичайно високий титр гетерофільних антитіл або ревматоїдного фактору, можуть давати хибні результати.
6. Результат тесту може розглядатись як достовірна інформація лише в комплексі з проведеними в повному об’ємі клінічними та лабораторними дослідженнями. 
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